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摘要 　　云纹石斑鱼 ( Epi nep hel us moara) 和褐石斑鱼 ( E. bruneus) 为石斑鱼属内近缘种 , 外形相
似常被混淆. 本研究改良建立了 Nest2tet ra2primer specific PCR 方法 , 获得了云纹石斑鱼和褐石斑
鱼线粒体 DNA ND2 基因内的 3 个特异性条带 , 分别为内参序列 NC1 (394 bp) 、特异性条带 ND22
M (268 bp)和 ND22B (122 bp) , 以及核基因组中核糖体 DNA ITS1 区的 5 个特异性条带 , 分别为内
参序列 NC2 (588 bp) 、NC3 (563 bp) , 特异性条带 rDNA2M (426 bp) 、ITS12M (488 bp) 和 ITS12B
(304 bp) . 研究结果不仅为两种石斑鱼的鉴别提供了稳定、可靠、快捷的特异性分子标记 , 而且也
为鱼类近缘种的 DNA 鉴别提供了新的途径.
关键词　　云纹石斑鱼 　褐石斑鱼 　ND2 基因 　ITS1 区 　Nest2tetra2primer specif ic PCR
　　云纹石斑鱼 Epi nep hel us moara ( Temminck &
Schlegel , 1842 ) 和褐石斑鱼 E. bruneus ( Bloch ,
1793) 同属鲈形目 Perciformes、鮨科 Serranidae、
石斑鱼属 Epi nep hel us , 俗称分别为真油斑和假油
斑. 两种石斑鱼均为暖水性礁栖鱼类 , 主要分布于
我国沿海、日本和韩国海域[ 1 , 2 ] , 为我国东南沿海
重要养殖对象. 两种石斑鱼外形及地理分布非常相
似 , 有人提出它们为同种异名[2 , 3 ] . 在渔业生产上
也经常出现混淆. 为此 , 作者对两种石斑鱼的形态
特征[ 4 ] 、染色体和分子遗传背景等 (未发表资料) 进
行了比较分析 , 确认二者为不同物种 , 支持王以
康[5 ]和成庆泰等[ 6 ] 的分类. 然而 , 在不同的生活环
境或应激状态下 , 两种石斑鱼体色及斑纹等外形特
征都会有一定变化而难以区别. 为便于鉴别两种石
斑鱼 , 建立和提供准确、快速及灵敏地特异性分子
标记技术十分必要.
Tetra2primer ARMS PCR , 即四引物扩增受阻突
变体系 PCR(tetra2primer amplification refractory muta2 tion system PCR) , 是一种由普通 PCR 发展起来并专门用于检测单核苷酸多态性的衍生技术. 该技术是以扩增受阻突变系统 (ARMS)为基础 , 综合四引物 PCR(tetra2primer PCR) 技术的优点 , 对单核苷酸突变检测具有快速、简便、可以区分等位基因是否纯合及费用低等特点[7 ] ; 目前主要用于医学上与疾病相关基因多态性和基因型的研究[8 —12 ] . 本文据此改良建立了一种新的鉴别近缘种的方法 Nest2tetra2primer specificPCR(图 1) , 通过线粒体 ND2 基因及核基因组中核糖体 DNA 的 ITS1 区 , 提供鉴别两种石斑鱼的特异性条带. 用一对通用引物先扩增选定基因或序列 , 再以其为模板使用一对外引物及一对特异性内引物进行Tetra2primer ARMS PCR , 成功扩增出能通过电泳检测的物种特异性条带.1 　材料与方法111 　样品采集和 D NA 提取2005 年 3 月至 2007 年 12 月 , 自厦门第八农贸
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市场各采集云纹石斑鱼 23 尾和褐石斑鱼 24 尾 , 体
长分别为 1818 —3017 cm 和 14 —3416 cm. 根据联合
国粮农组织 ( FAO ) 物种目录 Grou pers of t he
W orl d [2 ] , 《鱼类分类学》[5 ] 和《中国鱼类系统检
索》[6 ]鉴定. 所有样品均以 95 %乙醇保存. 取鱼体
背部肌肉 50 mg , 参照 Sambrook 等的酚/ 氯仿抽提
法[13 ]并稍加修改提取基因组 DNA.
112 　PCR扩增及序列测定
11211 　线粒体 DNA ND2 基因及核糖体 DNA ITS1 区
图 1 　Nest2tetra2primer2specif ic PCR原理的两套流程示意图
PCR 1 , 选定序列 PCR 扩增 ; PCR2 , Tet ra2primer2specific PCR 扩增 ; Gel elect rophoresis , 凝胶电泳 ; d , 碱基缺失处 ;
Outer primer , 外引物. Inner primer , 内引物 ; Mismatch , 引物错配 ; cont rol , 内参 ; species1 , 物种 1 ; species2 , 物种 2 ;
hybrid species , 杂交种 ; specific , 特异性的 ; (a) 碱基突变实验流程 ; (b) 碱基缺失实验流程
序列扩增 　引物 ND221L : 5′2AA GGGCCACTTT2
GATA GA GTG23′(根据 GenBank 已公布鲈形目鱼类
mtDNA 序列 AB101290 信息设计) , ND221 H : 5′2GT
(A/ G) A GT(A/ G) ( T/ C) GGGGG(C/ T) TTTTGC(C/
T) CA23′( Yagishita 等) [14 ] . 引物 ITS21F : 5′2TCCG2
TA GGT GAACCT GCGG23′, ITS21R : 5′2CGCT2
GCGT TCT TCA TCG 23′( Chow 等) [15 ] . PCR 扩增 反应在 PE9700 型 PCR 仪上进行 , 反应体系为 :Ex Taq 缓冲液 (无 Mg2 + ) 215 μL , 215 mmol/ LMg2 + 118μL , 10μM 引物各 215μL , 215 mmol/ LdN TP 112μL , DNA 模板 100 ng , Ex Taq 酶 1U , 无菌双蒸水定容至 25μL . 反应条件为 : 94 ℃变性4 min , 94 ℃45 s , 52 ℃45 s , 72 ℃90 s (ND2) / 94 ℃30 s , 58 ℃30 s , 72 ℃ 60 s ( ITS1) 扩增 35 个循环 ,72 ℃延伸 10 min.11212 　PCR产物的克隆及测序 　ND2 基因序列已由本实验室测定 ( GenBank 登录号分别为 DQ862077、DQ862084) . ITS1 区序列 PCR 产物经 112 %琼脂糖凝胶电泳检测 , 回收并纯化后 , 连接到 pMD182T载体 ( Takara) 进行 TA 克隆 , 并转化到大肠杆菌D H5α感受态细胞中 , 筛选阳性克隆测序 (由上海Invit rogen 测定) , 同时备份阳性克隆用于对照实验. 用 DAMB E 和 Genetyx 软件进行序列比对、排038 　第 19 卷 　第 8 期 　2009 年 8 月
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图 2 　Tetra2primer2specif ic PCR引物设计原则设计 ND2 基因(上)及 ITS1 区(下)内
引物设计位点示意图
列 , 测序结果用 ContigExpress 软件进行拼接 , 再
经测序峰图结果分析软件 Chroma 仔细校正后 , 登
陆 NCBI用 BL AST对测序结果进行同源性检索.
113 　 Nest2tetra2primer specif ic PCR引物设计
在选定序列内临近连续多个碱基突变或缺失位
点处 (图 1 , 相同或不同处均可) 设计一对内引物 ,
再在两个内引物两侧的保守区设计一对外引物 , 使
外引物与内引物配对后扩增序列长度不同而易于电
泳检测. 外引物在 PCR 反应中不但作为阳性参照 ,
而且和特异性内引物分别配对 , 选择性地扩增不同
物种的特异性标记 ; 特异性内引物用于检测突变是
否发生 , 其 3′末端碱基越临近突变位点扩增特异性
越强. 在对多种序列比较后 , 选择易于鉴别两种石
斑鱼的 ND2 基因和 ITS1 区序列 , 在突变或缺失位
点处 (图 2)分别设计了两套引物 (表 1) .
表 1 　ND2 基因和 ITS1 区的 Tetra2specif ic PCR引物
引物 序列 (5′—3′) 退火温度/ ℃
A : ND22Fo178
　
ND22Ro572
　
ND22RiM446
　
ND22FiB450
　
T‘ GGACTA GGAACCACCA T TA2
CACTCA
T T T GAA GAAA TA GGGCGAA2
GGGT GCT
A GA GGGCAA GAA TCACCA TA2
GTAA T T
T GAA GGT T GGCCT T GC2
CCCACTA
　
Ta1 = 51
　
Ta2 = 54
B : ITS21Fo
ITS21Ro
ITS2FiM100
　
ITS2RiB300
　
TCCGTA GGT GAACCT GCGG
CGCT GCGT TCT TCA TCG
GCT GCT GCT GCT GCT GCT GT2
CA T T
T T GACA T TA GGA GGT TC2
CGA GGGCC
　
Ta1 = 53
　
Ta2 = 61
　　A , NO2 基因 ;B ,ITSI 区
114 　特异性分子标记的扩增与验证
11411 　Nest2tetra2primer specif ic PCR　如 11211 扩
增 ND2 基因和 ITS1 区序列 , 再将 PCR 产物稀释 20
倍作为 Nest2tetra2primer specific PCR 的 DNA 模板进
行 PCR 扩增并优化反应条件. 反应体系 : 稀释产物
215μL (约 100 ng) , Ex Taq 缓冲液 (无 Mg2 + ) 215μL ,
215 mmol/ L Mg2 + 210μL , 215 mmol/ L dN TP 115μL ,
5 % DMSO , Ex Taq 酶 1U , 10μM 外引物 ( Fo , Ro)
各 014μL , 10μM 特异性内引物 ( Fi , Ri) 各 212μL ,
无菌双蒸水定容至 25μL. 同时以备份阳性克隆为
DNA 模板作对照实验. 反应条件为 : 94 ℃变性5 min ,
94 ℃30 s , Ta1 30 s , 72 ℃60 s , 扩增 24 个循环 ; 94 ℃
30 s , Ta2 30 s , 72 ℃60 s , 扩增 25 个循环 , 72 ℃延伸
10 min(退火温度 Ta 1 和 Ta2 见表 1) .
11412 　标记的验证 　用上述两套引物 , 在两种石
斑鱼共 47 个样品中进行大样本验证. 所有 PCR 产
物经 210 %琼脂糖凝胶电泳后 , 在全自动凝胶成像
系统 (美国 Bio2Rad 公司)上观察并拍照.
2 　结果
211 　序列的分析
云纹石斑鱼与褐石斑鱼线粒体 ND2 基因相似
率为 941932 %. 序列经对位排列 , 同源的 809 bp
DNA 序列 (图 3)均无碱基的插入或缺失. 上游为一
长度为 139 bp 的非蛋白编码区 , 包含线粒体上
t RNAMet , t RNA Glu 及其与 ND2 编码基因间的非编
码区 , 自第 140 bp 起为 ND2 编码基因序列. 两种
石斑鱼 ND2 基因在 421 bp 和 472 bp 处出现连续多
个颠换 (图 2) , 适用于特异性内引物设计.
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两种石斑鱼 ITS1 区序列 ( GenBank 登录号分别
为 FJ 176797 , FJ 176798) 相似率为 921749 % , 且褐
石斑鱼 ITS1 区序列在 nt84 —95 和 nt303 —314 段出
现碱基缺失 (图 2) , 适用于内引物设计. GenBank
检索发现 : 褐石斑鱼 ITS1 区 (563 bp) 的 nt20 —284
和 nt311 —546 与鲑形石斑鱼 ( E. sal monoi des) ITS1
序列 (AB37559111) 的 nt1 —302 和 nt361 —596 碱基
序列同源性达 79 %和 85 % , 上游 nt1 —19 及下游
nt547 —563 区段分别为 18S rDNA 和 518S rDNA
部分序列 ; 云纹石斑鱼 ITS1 区 (588 bp ) 的 nt88 —
571 与鲑形石斑鱼 ITS1 序列 nt65 —596 同源性为
80 % , 上游 nt1 —87 及下游 nt572 —588 分别为 18S
rDNA 和 518S rDNA 部分序列 ; 此外 , 云纹石斑
鱼还产生 1 条特异性片段 rDNA2M (426 bp) (图 3) ,
未找到同源序列. 多个个体测序后发现 , ND2 基因
及 ITS1 区序列在两种石斑鱼种内保守 , 种间差异
比较稳定 , 非常适合于 Nest2tet ra2primer specific
PCR 对近缘种的鉴别.
图 4 　ND2 基因(左)和 ITS1 区(右)的 Nest2tetra2primer2specif ic PCR扩增图谱
Mc 和 Bc , 云纹石斑鱼和褐石斑鱼阳性克隆模板扩增产物 ; 箭头所指为两种石斑鱼的特异性分子标记 ; 其他图注同图 3
图 3 　ND2 基因(左)及 ITS1 区(右) PCR扩增电泳图谱
C , 空白对照 ; M , DNA 标记 DL2000 ; Mm 和 Bm 分别为云
纹石斑鱼、褐石斑鱼所有个体混合基因组 DNA 扩增产物 ; 箭
头所指为 ITS1 区
212 　特异性分子标记的检测
利用内、外引物比例梯度 (12 ∶1 , 10 ∶1 , 8 ∶
1 , 6 ∶1 , 4 ∶1 , 2 ∶1 , 1 ∶1)比较实验发现 , 引物浓
度比为 6 ∶1 扩增效果较好 , 最后优化为 515 ∶1.
ND2 基因扩增产生 3 个特异性条带. 在第一套循环
中 , 外引物扩增产生内参序列 NC1 (394 bp) , 并作
为物种特异性扩增的模板 ; 第二套循环产生了云纹
石斑鱼和褐石斑鱼的特异性条带分别为 ND22M
(268 bp)和 ND22B (122 bp) . ITS1 区扩增获得云纹
石斑鱼和褐石斑鱼的内参序列分别为 NC2 (588 bp)
和 NC3 ( 563 bp ) , 特异性条带分别为 ITS12M
(488 bp)和 ITS12B (304 bp) ; 云纹石斑鱼还扩增出
特异性条带 rDNA2M (426 bp) (图 4) .
213 　特异性分子标记的验证
验证实验获得的物种特异性条带在云纹石斑鱼
所有个体 (23 尾) 中出现频率为 100 % , 在褐石斑鱼
(24 尾)则为 0 % ; 在褐石斑鱼中出现频率为 100 % ,
在云纹石斑鱼中则为 0 % ; 种内无多态现象 ; 阳性
克隆作模板的对照实验结果也与之完全符合 , 说明
它们是测序区段序列且为每种石斑鱼所特有 , 同时
也说明福建南部水域的这两种石斑鱼是具有不同的
生态位 , 不存在杂交现象.
3 　讨论
Nest2tet ra2p rimer specific PCR 技术基于 Tet ra2
primer ARMS PCR 原理[7 ] , 选择适当的基因或序
列 , 利用巢式 PCR 预扩增后 , 再进行 Tet ra2primer
specific PCR , 获得物种特异性条带 , 达到快速准确
的鉴别目的. 预扩增提高了四引物扩增的稳定性和
特异性 , 基本可以排除假阳性 , 且简化了优化过
程. 在 Tet ra2primer specific PCR 中 , 内引物一般
引入连续多个碱基变异且 3′末端碱基必须临近突变
位点 , 退火温度主要由内引物决定. 此外 , 需要调
整内、外引物浓度及配比来提高检测的准确性和灵
敏度 [7 ,8 ,12 ] .
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目前 , 鱼类系统分类研究常根据所研究鱼类亲
缘关系远近 , 从 mtDNA 或核基因组选择适当的
DNA 区段作为分子遗传标记. 鱼类线粒体基因组
中适合种间关系研究主要有 12S rRNA 和 16S
rRNA 基因[16 ] 、Cytb 基因[17 , 18 ] 、ND2[14 ,19 ] 、CO
Ⅰ[20 ] 、A TPase6 和 A TPase8 基因[21 ,22 ] 及控制区
(D2loop) [ 23 ,24 ]等. 核基因一般用于远缘物种进化关
系研究[25 ] . 对近缘物种可选择进化速率较快的内含
子或外显子间间隔序列作为遗传标记[26 ,27 ] , 如核糖
体基因簇的中度保守序列 ITS1 区[15 ,28 —30 ] . 石斑鱼
分类一直是鱼类系统分类学中一个难题. 石斑鱼类
种间分化时间短 , 亲缘关系较近[18 ] , 选用进化速率
更快的基因片段将有助于揭示其种间更真实的亲缘
关系. 作者比较了两种石斑鱼多个基因序列如线粒
体的 16S rRNA、Cyt b 和 ND2 基因 , 核基因组的
18S rDNA , 5S rDNA 及 ITS1 区等 , 发现 ND2 基
因和 ITS1 区序列具有在种内保守、种间差异比较
稳定的特点 , 适用 Nest2tet ra2primer specific PCR
技术.
石斑鱼是广泛分布于全球热带、亚热带大陆沿
岸及岛礁海域重要的定居性海洋经济鱼类[2 ] . 目
前 , 国内外对石斑鱼分子遗传学的研究主要在群体
遗传学和系统分类等方面. 如 Maggio 等[ 31 ] 通过
ND2 , RFL P 及 Cytb 序列分析了地中海及亚特兰大
海域东大西洋石斑鱼 ( E. m argi nat us) 的群体遗传结
构. Craig 等[32 ]通过对 mtDNA 序列研究了南北美
洲沿岸 42 种石斑鱼的系统进化关系 ; 丁少雄等[18 ]
对中国近海及部分印度洋海域的 30 余种石斑鱼进
行系统进化分析 ; Wang 等[33 ]根据形态、Cyt b 基因
序列、RA PD 及 A FL P 分子标记技术对点带石斑鱼
( E. m al abaricus)和斜带石斑鱼 ( E. coioi des) 及其杂
种子代进行鉴定. 本文成功地通过改良建立的
Nest2tet ra2primer specific PCR 方法准确快速地对
两种石斑鱼进行鉴别 , 该方法将同样适用于其他石
斑鱼的鉴定 , 同时也为其他鱼类近缘种的 DNA 鉴
别提供了新途径. 对于鉴别不同鱼类则直接进行
PCR 及电泳而不再需要测序等工作 , 具有快捷、稳
定及准确等特点. 与传统的形态鉴别方法相比 , 则
不受环境、鱼体表现特征及个体发育阶段等影响 ,
还能鉴别是否存在杂交及亲本来源等.
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